(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATffeRE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propria 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication Internationale 
16 septembre 2004 (16.092004) 




PCT 



(10) Numdro de publication internationale 

WO 2004/078789 Al 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 

C08B 37/00, A61K 
31/715, 35/74, C12P 19/04, C12R 1/22 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR2003/000330 

(22) Date de depot international : 4 fevrier 2003 (04.02.2003) 

(25) Langue de depot : francais 

(26) Langue de publication : francos 

(71) Deposant (pour tous les £tats designes sauf US) : 
SOLABIA (SA) [FR/FR]; 29, rue Delizy, F-93500 Pantin 
(FR). 



Bruyeres, F-93260 Les Lillas (FR). LASSALLE, Laurent 
[FR/FR]; 13, rue Anatole France, F-27780 Garennes Sur 
Eure (FR). PHJLBE, Jean-Luc [FR/FR]; Impasse de ia 
Grange Bahin, Les Brutes, F-27570 Aeon (FR). 

(74) Mandataire : BURTIN, Jean-Francois; GEFIB, 55, rue 
Aristide Briand, F-923009 CEDEX LEVALLOIS-PER- 
RET (FR). 

(81) Etats designes (national) : JP, KR, US. 

(84) Etats designes (regional) : brevet europeen (AT, BE, BG, 
CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, 
IT, LU, MC, NL, PT, SE, SI, SK, TR). 

Publiee : 

— avec rapport de recherche internationale 



(72) Inventeurs; et 



En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 



(75) InventeursfDeposants (pour US seulement) : LECLERE, tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
Sophie [FR/FR]; 34 A rue Saint Martin, F-28100 Dreux abreviations" figurant au dibut de chaque numero ordinaire de 
(FR). MOLINA, Jean-Francois [FR/FR]; 27, rue des la Gazette du PCT. 



(54) Title: NOVEL AGENT FOR STIMULATING THE RELEASE OF BETA -ENDORPHINS, COSMETIC AND/OR DERMA- 
TOLOGICAL COMPOSITIONS CONTAINING SAME AND USES THEREOF 

(54) Titre : NOUVEL AGENT STIMULANT LA LIBERATION DES BETA-ENDORPHINES, COMPOSITIONS COSME- 
TIQUES ET/OU DERMATOLOGIQUES EN CONTENANT ET LEURS APPLICATIONS 



On 

00 

1^ 



O 



(57) Abstract: The invention relates to the field of essential goods, particularly the fields of cosmetics and pharmaceutics and, more 
specifically, dermatology. In particular, the invention relates to novel active compounds which stimulate the release of p-endorphins 
by keratinocytes, consisting of a polysaccharide and/or a saccharide derivative comprising repeating saccharide units containing 
at least one rhamnose molecule which is fixed in a branched manner, said sequence preferably comprising mainly rhamnose. The 
invention also relates to the use of such polysaccharide compounds in order to stimulate the release of p-endorphins by keratinocytes. 
The invention further relates to cosmetic and/or pharmaceutical compositions, particularly dermatological compositions, containing 
the inventive active compound which may be used together with or in a mixture with one or more suitable pharmaceutical and/or 
cosmetic vehicles or excipients. The aforementioned compositions can be used, for example, to care for and/or treat the skin and/or 
skin appendages. 

(57) Abrege : La presente invention se rapporte au domaine des necessites de la vie et plus particulierement aux domaines de la 
cosmetologie, de la pharmacie et plus sp^cifiquement de la dermatologie. La presente invention a plus particulierement pour objet 
de nouveaux composes actifs stimulant la liberation de B-endorphines par les keratinocytes, constitues d'un polysaccharide et/ou 
d'un derive saccharidique comportant des unites rep£titives saccharidiques contenant au moins une molecule de rhamnose fixee de 
maniere ramifiee, ladite sequence Stant, de preference, constituee majoritairement de rhamnose. La presente invention concerne 
egalement I'utilisation de tels composes polysaccharidiques pour stimuler la liberation des B-endorphines par les keratinocytes. La 
presente invention a egalement pour objet les compositions cosm&iques et/ou pharmaceutiques en particulier dermatologiques, qui 
contiennent ce compose* actif, 6ventuellement en association ou en melange avec un ou plusieurs excipients ou v^hicules cosm6tiques 
et/ou pharmaceutiques appropries.De telles compositions trouvent une utilisation notamment pour les soins et/ou le traitement de la 
peau et/ou des phaneres. 
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Nouvel agent stimulant la liberation des p-endorphines, compositions cosmetiques et/ou 
dermatologiques en contenant et leurs applications. 

La pr&ente invention se rapporte au domaine des necessites de la vie et plus particulierement 
aux domaines de la cosm&ologie, de la pharmacie et plus sp6cifiquement de la dermatologies 

La pr&ente invention conceme des composes actifs stimulant la liberation des p-endorphines 
par les k&atinocytes, comportant des sequences rdp&itives saccharidiques et contenant au 
moins une molecule de rhamnose fixde de manure ramifiee. 

Plus precisement, V invention a pour objet un polysaccharide et/ou un d<£riv6 de celui-ci 
comportant des s6quences r£p<£titives saccharidiques, contenant au moins une molecule de 
rhamnose fix6e de maniere ramifiee, ladite sequence 6tant constitute, dans son ensemble, 
majoritairement de rhamnose. Un tel polysaccharide et/ou d6riv£ est caractfrise en ce qu'il est 
forme d'616ments r6petitifs comportant au moins trois molecules de rhamnose dont l'une est 
ramifiee, et deux autres sucres dont au moins Tun des deux est un acide uronique. Les 
nouveaux principes actifs selon ^invention sont caractfrises en ce que les Elements rep&itifs, 
contenant majoritairement du rhamnose, comportent au moins les constituants suivants, et 
repondent k la formule generate I: 

r 



Rh ; Rh ; Rh* ; U ; O 



n 



(D 



dans laquelle Rh est une molecule de rhamnose, Rh* est une molecule de rhamnose lfee a 
l'616ment voisin d'une maniere ramifiee, 0 est une molecule d'un sucre hexosidique ou 
pentosidique, U est une molecule d'acide uronique et n est compris entre 1 et 100, de 
preference de 5 a 65. 

La presente invention concerne egalement l'utilisation de composes comportant des 
sequences r^petitives saccharidiques contenant au moins une mol6cule de rhamnose fixee de 
maniere ramifiee et de preference contenant majoritairement du rhamnose, comme agent 
cosmetique et/ou pharmaceutique, notamment dermatologique, stimulant la liberation des p- 
endorphines. 

La presente invention a egalement pour objet les compositions cosm&iques et/ou 
pharmaceutiques qui contiennent au moins un de ces nouveaux composes actifs, de formule I, 
eventuellement en association ou en melange avec un ou plusieurs excipients ou v6hicules 
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cosmetiques et/ou pharmaceutiques appropries, pour Tapplication sur la peau, les muqueuses 
ou les phaneres. 

De telles compositions se rapportent notamment au soin et/ou au traitement de la peau, y 
compris des tevres et des phaneres(ongles, poils, cheveux..). 

Les p-endorphines sont des neuropeptides issus du precurseur pro-opiomelanocortine(POMC) 
et ont dej& fait l'objet de nombreuses etudes pubises dans la litterature. On a notamment mis 
en evidence la presence de p-endorphines et de leur recepteur [i au sein meme de l'epiderme, 
et plus particulierement au sein des keratinocytes (Bigliardi P.L, et coll, 1998). Ainsi, on a 
montre que les keratinocytes sont k la fois sensibles a de nombreux neurom6diateurs, 
notamment aux p-endorphines, synthdtisSs par des cellules nerveuses ou par d'autres cellules 
epidermiques, mais sont aussi capables de les synthetiser. Ce lien particulier existant entre les 
tissus nerveux et epidermiques pourrait s'expliquer par leur origine embryonnaire commune 
ectoblastique. 

Les p-endorphines synthetisees par la peau represented plus de 50% du taux d ! endorphines 
circulantes et sont de ce fait particulierement interessantes pour attenuer ou supprimer les 
phenomenes douloureux. 

La liberation de P-endorphines peut etre ddclenchee en r^ponse a de nombreux signaux, 
notamment en reponse k un stress cellulaire, a la s6cr6tion d'autres mediateurs eux-memes 
induits par un stress (IL-1, IL-6, TNFa, etc..) ou a la suite d'un effort physique important 
Par ailleurs, d'autres mecanismes de liberation cellulaire de P-endorphines existent en 
T absence de stress cellulaire. 

D'un point de vue physiologique, les p-endorphines sont des analg6siques chimiques 
naturellement produits par l'organisme qui, en interagissant avec les recepteurs opiac£s, 
apportent a l'organisme une sensation de bien-etre. Cette sensation s'accompagne d'un effet 
immunomodulateur. Des travaux recents ont mis en evidence les nombreuses interconnections 
de l'epiderme et du derme avec les syst&mes immunitaire et nerveux qui lui sont associes, 
respectivement par 1' intermediate, notamment, des cellules de Langerhans et des 
terminaisons nerveuses. 
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Les P-endorphines sont egalement responsables de l'initiation d'un certain nombre de 
reactions biologiques qui se manifestent a tons les niveaux de l'organisme, par exemple, par la 
stimulation du systeme vasculaire et cardiaque, ou par une decontraction musculaire. 

Ces neuromediateurs constituent ainsi de v&itables molecules "plaisir" car leur liberation est 
accompagn^e d'un efifet apaisant ou de soulagement, au niveau local et general. 

Ainsi, le developpement de principes actifs susceptibles de stimuler, sans necessiter de stress 
cellulaire, la liberation de p-endorphines, est d'un grand interet. 

On a deji identifie, sans plus de precision, plusieurs extraits d'algues ou de plantes 
susceptibles d'induire la liberation de p-endorphines. Ainsi, un extrait de cacao (Theobroma 
cacao), plus particulierement sous la forme d'extrait hydroglycolique 30/70 titre en cafeine et 
en theobromine et commercialise sous la marque Caobromine®(CEP) est susceptible de 
declencher une liberation de p-endorphines. De meme, on a dScrit, dans le brevet FR-A1- 
2774292, un extrait d'une algue Cyclotella capable de declencher une liberation de p- 
endorphines, 16 fois superieure a celle d'un temoin. 

Selon la presente invention, la Demanderesse a d6couvert de maniere inattendue que les 
polysaccharides et leurs derives, comportant des sequences repetitives saccharidiques 
contenant au moins une molecule de rhamnose fixee de maniere ramijfiee, ont la propriete de 
stimuler la liberation cutanee des P-endorphines. 

Les polysaccharides ainsi que leurs derives de faible poids moieculaire, d'origine vegetale ou 
bacterienne, extraits d'algues ou produits par synthese, presentent de nombreuses activites 
biologiques (immunomodulation, anti-inflammation, ...) et sont depuis de nombreuses annees 
utilises pour leurs proprietes potentielles dans de nombreux domaines d'application, par 
exemple en tant que geiifiant dans ragroalimentaire, hydratant, demaquillant, texturant, etc. . . 
en cosmetique. Cependant, Tinfluence reelle de la composition et de la nature de ces principes 
actifs polysaccharidiques et/ou de leurs derives, sur lesdites proprietes biologiques, restait 
encore a determiner. 

On a deja decrit, dans le document WO-A 1-0203 945, l'utilisation d 5 oligosaccharides de 2 a 6 
sucres contenant au moins deux motifs galactose, notamment ceux extraits de la plante 
Tephrosia dans une composition cosmetique et/ou dermatologique pour stimuler la liberation 
de P-endorphines par la peau. 
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Selon la pr&ente invention, ii a ete identifie, de maniere tout a fait inattendue, de nouveaux 
polysaccharides capables de stimuler, sans stress cellulaire, la s6cr6tion de p-endorphines par 
les k&atinocytes. Ces nouveaux agents cosmdtiques et/ou dennatologiques sont, a la 
difference de Tart anterieur, constitues d'elements r£petitifs contenant au moins une molecule 
de rhamnose fixee de maniere ramifiee, et de preference contenant majoritairement du 
rhamnose ce qui, en outre, leur conferent une haute affinite pour les keratinocytes. 

Des etudes ont montr£ en effet que les keratinocytes humains pr&entent une affinity 
specifique pour le rhamnose, supfrieure a celle qu'ils peuvent avoir pour d'autres sucres 
comme le fucose, le galactose, la N-acetylglucosamine, en raison de la presence a la surface 
des membranes des keratinocytes, de r^cepteurs lectines specifiques du rhamnose (Cerdan et 
al., Bio. cell. (1991) 73, 35-42). Dans le document brevet WO-A1 -90/1 1069, on a en outre 
ddcrit Tutilisation du rhamnose dans une composition cosm6tique et/ou dermatologique 
comme vecteur de fixation specifique d'un compose actif sur la membrane d'un keratinocyte 
au moyen d'une liaison ligand-recepteur. Le rhamnose ftait par ailleurs egalement connu pour 
sa capacity k limiter les phenomenes biologiqucs aboutissant a l'allergie de type immunitaire 
(brevet FR-A1-2756735) ou utilise, sous forme libre, obtenue apres hydrolyse 
d'exopolysaccharides, comme agent de saveur ou comme aromes (brevet FR-A1-2624522). 
Cependant, aucune de ces etudes realisees auparavant sur le rhamnose ne permettait de 
pr6voir un tel effet stimulant du rhamnose sous la forme fix6e de maniere ramifiee k une 
chaine saccharidique, sur la secretion cutan^e d'endorphines. 

Selon Pinvention, les nouveaux principes actifs sont caracterisSs en ce que les elements 
rep&itifs, contenant majoritairement du rhamnose, comportent au moins les composants de 
formule gen6rale I : 



dans laquelle Rh est une molecule de rhamnose, Rh* est une molecule de rhamnose fixee de 
maniere ramifiee, O est une molecule d'un sucre hexosidique ou pentosidique, U est une 
molecule d'acide uronique et n est compris entre 1 et 100 , de preference entre 5 et 65. 



r 



Rh ; Rh ; Rh* ; U ; O 



n 



Par Elements repetitifs contenant majoritairement du rhamnose, on entend un enchainement 
ramifiS contenant, environ, au moins 50% de rhamnose de serie D et/ou L, ainsi que ses 
isom&res a et/ou p. 
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Selon Tinvention, on regroupe sous le terme « derives », les produits d'hydrolyse des 
polysaccharides et 6galement les derives des sucres obtenus par modification chimique de la 
structure des saccharides selon Tinvention. Pour que la molecule d&iv£e soit active sur la 
secretion de P-endorphines, il est toutefois n&essaire que la ramification rhamnose et/ou la 
molecule de rhamnose fixee de maniere ramifiee sur Tenchainement saccharidique ne soient 
pas globalement alter^es par les reactions chimiques afin que le rhamnose ramifie reste 
accessible. Pour que la molecule derive soit active, la molecule de rhamnose initialement en 
position ramifiee, peut tout a fait, suite a une modification chimique, se situer en position 
terminale de la molecule derivee. 

Ainsi, selon Tinvention, les nouveaux derives sont ddfinis comme tout compost de nature 
saccharidique pour autant qu'il contienne au moins une molecule de rhamnose accessible 
situee en bout de chaine ou ramifiee et soit constitu6 majoritairement de rhamnose. Les 
nouveaux derives selon Tinvention ont alors la m&ne structure que le nouveau polysaccharide 
selon Tinvention et/ou en sont issus, ce qui conduit k des composes pour lesquels n a une 
valeur plus faible. II peut done particulierement s'agir dc produits d'hydrolyse 
oligosaccharidiques. Ces hydrolysats ou fractions peuvent notamment etre obtenus a partir 
d'un polysaccharide de poids moleculaire plus &eve, par des techniques de degradation 
connues, notamment par hydrolyse enzymatique ou hydrolyse chimique. 

Les derives de sucres obtenus par modification chimique peuvent etre des derives amines, 
acides, et des sels de saccharides et/ou des produits d'hydrolyse pr&iefinis. 

Le sucre 0 peut notamment etre choisi parmi le fiicose, le galactose, le ribose, Tarabinose, le 
xylose et le mannose. 

Par acide uronique U, on entend tout hexose oxyde sur sa fonction alcool primaire en acide 
carboxylique, notamment Tacide glucuronique, acide galacturonique, acide mannuronique ou 
Tacide iduronique 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, la moldcule de rhamnose ramifiee 
peut 6tre fix6e par une liaison osidique depuis son carbone 1 sur un carbone libre d'une des 
molecules de sucre 0 ou d'acide uronique U ou de rhamnose Rh de la chaine saccharidique, 
notamment sur les carbones 2 ou 3. 
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Selon un autre mode particulier de realisation, les elements repetitifs peuvent notamment etre 
constitues par la sequence de fonnule generale II: 



r 



Rh- 



O 



Rh 



U 



O 



(II) 



Rh 



dans laquelle Rh est une molecule de rhamnose, O est une molecule d'un sucre hexosidique 
ou pentosidique, U est une molecule d'acide uronique et la ramification du rhamnose sur Pose 
0 se fait selon une liaison osidique (1-+2) ou (l-»3). 

Selon un mode de realisation particulierement interessant, le sucre 0 est le galactose et l'acide 
uronique U est l'acide glucuronique. De preference, la s6quence presente un enchainement 
contenant 3 molecules de rhamnose dont une est ramifiee, 2 molecules de galactose et une 
molecule d'acide glucuronique. Un polysaccharide particulierement interessant selon 
1'invention a ete identifie et est present dans l'exemple 1. Selon la formule II, n reprdsente 
une valeur telle que ce polysaccharide a un poids moleculaire de 1'ordre de 50 000 daltons. II 
peut etre obtenu a partir de cultures de bacterie de type Klebsiella notamment Klebsiella 
pneumoniae et notamment la souche 1-714 (N°CNCM I-2743-Collection Nationale de Culture 
de Microorganismes) selon un precede" decrit ci-apres. Avantageusement, ce polysaccharide 
presente la ramification rhamnose sur le galactose en position V. II ressort des analyses 
presentees a l'exemple 1 que ce polysaccharide est plus particulierement constitue de l'unite 
repetitive suivante : -»4)- a-L-Rhap(l-*3)- yff-D-Galp(l-*2)- a-L-Rhap(l->4)- ^-D- 
GlcpA(l-*3)- [a-L-Rhap(l->2)]- a-D-Galp(l->. L'hydrolyse de ce polysaccharide permet en 
Dutre d'obtenir un melange de fractions de poids moleculaire plus faible, notamment les 
fractions majoritaires de 5 000 daltons et de 13 000 daltons, eventuellement purifiables et 
particulierement interessantes selon 1'invention. 



Selon un autre mode particulier de realisation, les 61ements repetitifs peuvent notamment etre 
ionstitues par la sequence de formule generale IE: 
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Rh 



j 



(no 



Rh 



dans laquelle Rh est une molecule de rhamnose, O est une molecule d'un sucre hexosidique 
ou pentosidique, U est une molecule d'acide uronique et la ramification du rhamnose sur le 
rhamnose se fait selon une liaison osidique (l-»3). Selon un mode de realisation 
particulierement interessant, le sucre O est le glucose et l'acide uronique U est Pacide 
glucuronique, de preference selon un enchainement contenant 3 molecules de rhanmose dont 
une ramifiee, une molecule de glucose et une molecule d'acide glucuronique. Un tel 
polysaccharide peut notamment etre obtenu selon le procede decrit ci-aprds a partir d'une 
culture de bacterie du type Klebsiella planticola notamment la souche 1-2743 (N°CNCM I- 
2743 -Collection Nationale de Culture de Microorganismes). Avantageusement, ce 
polysaccharide, tel que decrit dans Texemple 2 etdenomme BEC291, pr&ente la ramification 
rhamnose sur le rhamnose en position III. II ressort des analyses presentees £ l'exemple 2 que 
ce polysaccharide est plus particulierement constitue de l'unite repetitive suivante : — >3)- fi-L- 
Rhap(1^4)-£-D-Glcp(l->2)- [a-L-Rhap(l->3)]- a-L-Rhap (1^4)- a-D-GlcpA(l->- 

L'hydrolyse de ce polysaccharide permet en outre d'obtenir un melange de fractions de poids 
moieculaire plus faible, notamment la fraction majoritaire de 5 000 daltons, eventuellement 
purifiable et particulierement interessante selon 1' invention. 

D'une maniere generate, les polysaccharides ou les derives saccharidiques peuvent etre 
d'origine bacterienne ou vegetale, . ..lis peuvent etre obtenus par les techniques classiques de 
production des polysaccharides (synthdse chimique, extraction enzymatique 
d'exopolysaccharides..). Selon une realisation avantageuse, les polysaccharides sont des 
exopolysaccharides obtenus par fermentation d'une souche bacterienne en produisant, de type 
bacteries encapsuiees, selon un procede de production tel que celui detailie dans le brevet FR- 
B 1-264522. Ce procede se definit en ce qu'une souche de bacteries de type Klebsiella est 
mise en culture dans un milieu nutritif comprenant une source de carbone, une source d' azote 
preferentielle et des sels mineraux appropries, a un pH d'environ 6 k 8, a une temperature 
d'environ 30 a 35 °C, sous agitation et sous aeration, pendant 4 a 12 jours. Le rapport 
carbone/azote est avantageusement superieur a 5 afin de favoriser la secretion du 
polysaccharide. Le polysaccharide peut ensuite 6tre isoie en soumettant le milieu de 
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fermentation a un traitement thermique a 70-120°C environ, pendant 10 minutes a 1 heure 
environ, puis en le separant, par exemple en le centrifugeant a froid. Les exopolysaccharides 
et les polysaccharides cellulaires se retrouvent integralement dans la phase surnageante claire. 
Si necessaire, les polysaccharides peuvent etre purifies par precipitation par addition d'un 
liquide organique non-solvant tel que l'acetone ou un alcool inferieur tel que l'ethanol ou le 
propanol, et separes par filtration ou centrifugation avant d'etre seches. 

Les polysaccharides isoles peuvent ainsi aisement etre incorpores dans une composition, tels 
quels ou sous forme hydrolysee. Dans ce cas, l'hydrolyse peut etre realisee avant sechage par 
des methodes connues telles que 1'hydrolyse acide. Elle peut etre effectuee en utilisant un 
donneur de protons habituellement utilise, tel que 1'acide chlorhydrique, a une temperature 
allant de 50 a 100°C et pendant 30 minutes a 4 heures, selon la taille souhaitee des fractions. 
Les fractions oligosaccharidiques ainsi obtenues peuvent etre recuperet et purifiees si besom 
selon les methodes classiques. 

Ce protocole peut etre realise a partir de souches bacteriennes produisant des 
exopolysaccharides riches en rhamnose, en particulier les bact6ries encapsulees. Selon une 
realisation prefer6e de l'invention, on utilise une souche de bacteries Klebsiella, de preference 
Klebsiella pneumoniae ou Klebsiella planticola. 

Selon l'invention, on peut utiliser le polysaccharide seul ou un melange de polysaccharides 
heterogenes et/ou un melange de ieurs derives. 

Les polysaccharides seuls et/ou le melange de polysaccharides et/ou de leurs derives peuvent 
egalement, dans le cadre de l'invention, etre utilises en tant que principe actif sous forme 
greffee, notamment par des moyens chimiques de substitution sur la fonction carboxylique 
libre de 1'acide uronique U, sur un reste chimique, biochimique ou biologique qui ne modifie 
pas l'effet stimulant de la secretion des P-endorphines. A litre d'exemple, il peut s'agir de 
chalnes grasses comportant de 6 a 30 atomes de carbone ou de chaines d'acides amines. On 
peut egalement incorporer des polysaccharides et/ou leurs deriv6s selon rinvention dans une 
cyclodextrine. 

En outre, il a ete decouvert que les polysaccharides et/ou leurs derives selon l'invention 
possedent d'autres proprietes remarquables, notamment d'inhibition de I'adh^sion cellulaire 
des neutrophiles aux keratinocytes (40%d' inhibition a 2% du compose decrit dans l'exemple 
1) et presentent une tres bonne affmite pour les keratinocytes, au moins egale a celle du 
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rhamnose (60%d'inhibition de la fixation des neoglycoproteines obtenue avec 8% du 
compose decrit dans l'exemple 1). Ces deux proprtetes ont notamment 6t€ demontrees dans 
les exemples 4 et 5. 

Les polysaccharides et/ou leurs derives pr£cedemment definis conviennent done 
particulierement pour une utilisation comme agent cosmetique et/ou pharmaceutique et plus 
particulierement dermatologique, notamment pour stimuler la liberation cutanee de P- 
endorphines. 

L'invention a done egalement pour objet les compositions cosmetiques et/ou pharmaceutiques 
et en particulier dermatologiques comprenant, a titre de principe actif, au moins un compost 
polysaccharidique et/ou un derive tel que pr&edemment defini, eventuellement en association 
ou en melange avec un ou plusieurs excipients ou vShicules cosm6tiques et/ou 
pharmaceutiques appropries. Lesdits polysaccharides et/ou derives peuvent etre incorpores 
dans ces compositions a une concentration variant entre 0.001% et 20% en poids, et de 
preference entre 0.01% et 10% en poids total de la composition. 

Selon une realisation particulierement avantageuse, la composition contient, a titre de principe 
actif, le polysaccharide Rhamnosoft® de Pexemple 1 et/ou le polysaccharide BEC291 de 
Pexemple 2. 

Les compositions selon Tinvention peuvent se presenter sous toute forme appropriee pour 
Tapplication cutan6e, notamment sous la forme d'un gel, d'une Emulsion, par exemple, une 
emulsion huile-dans-eau ou eau-dans-huile, ou sous la forme d'une Emulsion multiple, a 
cristaux liquides ou non. Elles peuvent egalement etre sous la forme de solution aqueuse, de 
lotion, de lait, de cr&me, de masque, de mousse. D est egalement possible de les utiliser sous 
la forme de patches. 

Selon Tinvention, la composition peut en outre comporter les excipients habituels 
pharmaceutiques et/ou cosmetiques acceptables appropries. Parmi ces excipients, on peut 
notamment citer des agents de protection solaire notamment pour la realisation de soins 
solaires, des agents geiifiants hydrophiles ou lipophiles, des actifs hydrophiles ou lipophiles, 
des gommes, des resines, des agents tensioactifs, des solvants, des charges telles que Tamidon 
de riz, des pigments, des agents conservateurs, des huiles essentielies, des agents 
antioxydants, des colorants, des pigments, des nacres, des paillettes, des parfums, des 
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absorbeurs d'odeur, des agents regulateurs de pH ou des agents neutralisants, des agents 
penetrants, des agents epaississants, tels que ceux habituellement utilises. 

Le choix et/ou la quantite des ingredients complementaires a la composition seront 
naturellement determines par le choix des propriety physiques et de la consistance souhaitee 
pour la composition conforme a V invention. On emploie les differents adjuvants dans des 
proportions classiquement utilises dans le domaine de la cosm&ique, k savoir par exempie de 
0.01 k 20 % du poids total de la composition, le complement <§tant_constitu£ par un v£hicule 
tel que Peau ou un melange eau-alcool. 

Tout autre produit influen9ant positivement la liberation de (3-endorphines peut £galement etre 
incorpore dans la composition selon 1' invention, notamment Pextrait de cacao commercialise 
sous le nom Caobromine® (CEP). 

En outre, la composition peut encore contenir un deuxieme principe actif compatible, 
notamment pour un usage dermatologique, afin de conferer une double propriety h la 
composition ou afin de limiter les sensations inconfortables li£es a Papplication de ce 
deuxi&ne principe actif. A titre d'exemples de principes actifs, on peut notamment citer les 
antiseptiques locaux tels que le peroxyde de benzoyle, les anti-acneiques locaux tels que la 
tretinoine, un antibiotique local tels que le sulfacetamide pour r6duire les effets secondares 
d'irritation locale, un anti-inflammatoire local tel que Pibuprofene. Le deuxieme principe actif 
est ajoute a la composition en une quantity therapeutique habituellement efficace. 

La composition selon Pinvention peut Stre r£alisee de maniere conventionnelle, selon les 
proc6d£s connus habituellement utilises dans le domaine de la cosm&ologie et/ou de la 
dermatologie. 

Dans le domaine cosmetique, les compositions peuvent etre utilises pour le soin quotidien 
et/ou le traitement et/ou la protection de la peau du corps et/ou du visage et/ou des 
phaneres(ongles, poils, cheveux..). En stimulant la production de p-endorphines, ces 
compositions presentent des propri6t6s apaisantes, calmantes, notamment de Pinconfort 
cutan6 pouvant resulter par exempie ^irritations, degressions de la peau, en particulier par 
des agents exterieurs tels que certains traitements therapeutiques, les agents climatiques (le 
vent, le froid, les coups de soleil, ..), les Epilations, les rasages, les piqures d'insectes...et 
procurent ainsi une sensation de bien-Stre. Elles peuvent done particuli&rement Stre utilises 
pour le soin des peaux sensibles ou sensibiiis6es. 
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De telles compositions procurent egalement un effet analgesique local et peuvent en outre etre 
utilis6es dans le domaine pharinaceutique et plus particulierement dermatologique pour 
soulager les douleurs cutanees et/ou sous-cutant§es, pour supprimer la perception d6sagr£able 
des reactions cutanees, les sensations d'inconfort de la peau qui se manifestent notamment 
dans les cas d'allergies, de prurit, de demangeaisons, de piqures d'insectes. 

[/invention a done Egalement pour objet l'utilisation des agents polysaccharidiques selon 
['invention pour la realisation d'un medicament destine a soulager des douleurs cutan6es et/ou 
sous cutanees, et/ou a supprimer les sensations d'inconfort de la peau (allergies, prurit, 
irritations, douleurs cutanees ltees a des brulures, piqures, ger9ures, coupures ...) par 
application locale. 

Selon un autre aspect, Tinvention concerne 6galement un proced6 de soin cosmetique 
somprenant Tapplication sur une zone de la peau et/ou des phaneres concernee d'au moins un 
compose actif precedemment d^fini dans un excipient cosmetiquement acceptable ou 
§ventuellement sous la forme d'une des compositions cosmetiques precedemment definies. 

Les compositions selon l'invention ne presentent aucune toxicite et n'entrainent aucune 
intolerance locale. EUes ne sont pas non plus allergisantes. 

Les exemples et les preparations suivants illustrent l'invention sans la limiter aucunement. 
Dans les exemples et les preparations, les proportions indiqu<£es sont des pourcentages en 
/olume/volume. 
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Exemple 1 ; Exemple de structure de Punite repetitive de l'exopolvsaccharide produit 
par Klebsiella pneumoniae 1-714 et denomme Rhamnosoft®: 

La composition de Rhamnosoft® a 6te etudiee par la procedure d'analyse par chromatographic 
en phase gazeuse GC et par chromatographic en phase gazeuse couplee a la spectrometrie de 
masse (GC/MS) des produits de degradation apres permethylation de la molecule native. La 
methode de degradation des acides uroniques par p-elimination apres perm6thylation (decrite 
par Aspinall GO et al. Carbohydr Res. 1977 May;55:ll-9) a ete" utilisee notamment pour 
confirmer la position et la nature des substituants du residu de galactose II. La sequence 
Rhamnosoft a ete determinee par resonance magnetique nucleaire (RMN). 
De structure ramifiee, ce polymere de poids moleculaire de l'ordre de 50 000 daltons presente 
done une sequence saccharidique comportant trois molecules de rhamnose (I, III, VI), deux 
molecules de galactose (II,V), une molecule d'acide glucuronique (TV). Le rhamnose 
constitue done 50% du polysaccharide. Le polysaccharide presente une ramification rhamnose 
VI sur le galactose en position V. 

La structure de 1 'unite de repetition est dans ce cas : 

-+4)- a-L-Rhaj7(l— 3)- /?-D-GaUXl— 2)- a-L-Rhap(1^4)- ;0-D-GlcpA(l-+3)- [a-L- 

Rhap(l-»2)]- a-D-Galp(l-^. 

Elle r6pond a la formule detaillee ci-apres : 



II! 




)ans les tests suivants (exemples 3 a 7), le produit selon l'invention est utilise en solution 
queuse de 2.5%(p/p) en matiere seche. 
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Exemple 2 : Exemple de structure de V unite repetitive de Fexopolysaccharide produit 
par Klebsiella ylanticola 1-2743 et dinomme BEC 291 : 

La composition de BEC 291 a ete &udi6e par la procedure d' analyse par chromatographic en 
phase gazeuse GC et par chromatographic en phase gazeuse couptee a la spectrom&rie de 
masse (GC/MS) des produits de degradation apres permethylation de la molecule native. La 
m6thode de degradation des acides uroniques par p-61imination apres permethylation (decrite 
par Aspinall GO et al. Carbohydr Res. 1977 May;55:ll-9) a et6 utilisee. La s6quence BEC 
291 a 6te determine par resonance magnetique nucleaire (RMN). 

De structure ramiftee, ce polym&re presente done une sequence saccharidique comportant 
trois molecules de rhamnose (I, III, V), une molecule de glucose (II), une molecule d'acide 
glucuronique (IV). Ce polysaccharide presente done bien une ramification rhamnose V sur le 
rhamnose en position III. 

La structure de l'unite de repetition dans ce cas est : 



-►3)- £-L-Rhap(l->4)- £-D-GIc/?(l-+2)- [a-L-Rhap(l-+3)]- a-L-Rhap(1^4> a-D- 
GlcpA(l-». 

Elle repond k la formule detaillee ci-apres : 



V 



HO 




j OH 



HO 



0 



IV 



II 



O.-' 
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Exemple 3 : Etude de 1'effet des polysaccharides selon Pinvention contenant 50% de 
rhamnose sur la liberation de B-endorohines par les kera tinocytes, 

a Mode operatoire : Des keratinocytes humains normaux sont mis en culture pendant 48 
heures. lis sont traites pendant 36 heures avec le produit a tester. Les surnageants, contenant 
la p-endorphine, sont recueillis et conserves a -20°C jusqu'au dosage. Le timoin du test est 
r6alis$ en traitant les keratinocytes avec l'excipient (butylene glycol 70%) a 2%. Le dosage est 
effects avec un kit ELISA (dosage spectrophotom&rique a 450 nm). 
Les rSsultats sont exprimds en programmes par millilitre de P-endorphine synth&is6e. 
Des etudes pr&ilables de cytotoxicite ont et<§ systematiquement effectuees dans ces exemples 
afin de montrer que les effets du produit ne sont pas lies a un effet cytotoxique. Un temoin 
positif de liberation de P-endorphines a && realist en utilisant du PMA (Phorbol 12-Myristate 
13-Acetate) qui, en tant qu'agent agressant des keratinocytes, induit la libdration de p- 
endorphines par un mecanisme de stress cellulaire. 



a) Effet de Rhamnosoft 
Rhamnosoft® est teste aux concentrations de 1% et 5%. 



Essais 


Temoin 


Rhamnosoft® 1% 


Rhamnosoft®5% 


Moyenne 


106 


155 (*) 


160 (*) 


Ecart type 


27 


28 


46 


% temoin 




46 


51 



*~ Effet de Rhamnosoft 9 sur la production de p-endorphines 

((* : validation : moyenne significativement differente par rapport au temoin (p<0,05)) 



II ressort de ces resultats que Rhamnosoft®, aux concentrations de 1 et 5% provoque une 
secretion accrue de P-endorphines par les keratinocytes. Les etudes prealables ont demontre 
l'absence de cytotoxicite de ce type de produit vis a vis des keratinocytes humains, et ce, 
quelles que soient les concentrations de Rhamnosoft® testees. 

On peut consid6rer que 1' effet de Rhamnosoft® sur les keratinocytes se produit done par un 
mecanisme different de celui pr6c6demment decrit et independant du stress cellulaire. 

b) Effet de fractions hydrofysees de Rhamnosoft de 13 kdaltons et 5 kdaltons. 
Les fractions hydrolys6es de Rhamnosoft® de 13kdaltons et de 5 kdaltons sont 
majoritairement obtenues lors de l'hydrolyse acide de Rhamnosoft® r^alisee en presence 
d'acide chlorhydrique k une concentration de l'ordre de 0.1 a 2.5 mole/litre, a une temperature 
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de 50 a 100°C pendant respectivement 30 minutes et 4 heures. Elles peuvent etre purifiees si 
necessaire par precipitation &hano!ique ou par des m&hodes physiques. 



Essais 


Temoin 


Fraction 13 kd 


Fraction 5 kd 


% 




0,01% 


0,05% 


0,1% 


0.01% 


0.05% 


Moyenne 


91 


213 (*) 


182(*) 


NS 


233 (*) 


204 (*) 


Ecart type 


25 


83 


79 




76 


34 


% de stimulation 
par rapport au temoin 




134 


100 




153 


124 



Effet de fractions hydrolysees de Rhanmosoft 0 , respectivement de 13kdet5 kd, sur la production de p-endorphines 
((* : validation : moyenne significativement differente par rapport au timoin (p<0, 05)) 



II ressort nettement des resultats que les fractions 13 kd et 5 kd, produits d'hydrolyse de 
Rhamnosoft®, aux concentrations de 0.01 et 0.05% provoquent une augmentation importante 
de la liberation de p-endorphines par les keratinocytes. Les etudes prealables ont montre 
1'absence de cytotoxicity et confirment done que I'effet des fractions hydrolysees de 
Rhamnosoft®n'est pas du a un stress cellulaire mais bien a une interaction des fractions 
saccharidiques avec les recepteurs des keratinocytes 



c) Effet d'un polysaccharide de type BEC 291. 
BEC 291 a ete teste au concentrations de 0.001% et 0.02% 



Essais 


Temoin 


BEC 291/0,001% 


BEC 291/ 0,02% 


Moyenne 


114 


180 (*) 


208 (*) 


Ecart type 


37 


34 


23 


% de stimulation 
par rapport au temoin 




58 


82 



Tab. 3 : Effet du polysaccharide BEC 291 sur la production de fi-endorphines 
((* : validation : moyenne significativement differente par rapport au temoin (p<0, 05)) 



II apparait que le polysaccharide BEC291 pr&ente egalement la capacite de stimuler la 
liberation de p-endorphines par les keratinocytes humains. Les etudes prealables ont d&nontre 
Pabsence de cytotoxicite vis a vis des keratinocytes et ce, quelles que soient les 
concentrations de BEC 291. La encore, I'effet du polysaccharide BEC 291 sur la secretion de 
p-endorphines n ! est pas du h un stress cellulaire mais bien a une interaction entre les fractions 
saccharidiques et les recepteurs des keratinocytes. 

d) Effet de FrBEC 291, fraction hydrolysee de BEC 291 de 5 kd 
Cette fraction FrBEC291 est majoritairement obtenue par hydrolyse acide de BEC 291, 
realisee en presence d'acide chlorhydrique a une concentration de Tordre de 0.1 a 2.5 
mole/litre, k une temperature de 50°C k 100°C pendant 4 heure. 
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Essais 


Temoin 


Fr BEC 291 
0,001% 


Fr BEC 291 
0,01% 


FrBEC 291 
0.02% 


Moyenne 


115 


283 


203 (*) 


242 


Ecart type 


60 


150 


57 


41 


% de stimulation 
par rapport au temoin 




146 


76 


110 



Tab. 3 : Effet du polysaccharide BEC 29 J sur la production de 0-endorphines 
((* : validation : moyenne significativement differente par rapport au timoin (p<0,05)) 



II apparait que la fraction oligosaccharidique de BEC291, k toutes les concentrations testes, 
induit une forte stimulation de la liberation de p-endorphines par les keratinocytes humains. 
Les Etudes prealables ont egalement montre que cette fraction est denuee d'effet cytotoxique. 
Son effet ne peut done s'expliquer que par un m^canisme independant du stress cellulaire, 
veritablement lie a une interaction entre les fractions saccharidiques et les recepteurs des 
keratinocytes. 

Par ailleurs, ces tests montrent que les polysaccharides et/ou leurs derives selon 1' invention, 
contenant un rhamnose ramifie et suffisamment « riches » en rhamnose, et plus 
particulierement contenant majoritairement du rhamnose, stimulent la liberation de P- 
endorphines par les keratinocytes. Tous ces produits denu6s de cytotoxicite vis a vis des 
keratinocytes agissent par un mecanisme d'action qui n'est pas lie au stress cellulaire. 

Exemple 4 : Etude de Taffinite des keratinocytes vis a vis de polysaccharides selon 
I'invention contenant 50% de rhamnose. 

Mode operatoire: Experience 1 : La sp6cificit6 de reconnaissance osidique des recepteurs 
membranaires des keratinocytes a 6te determinee en utilisant des n6oglycoprot6ines 
fluorescentes (NGP). Pour ce faire, les keratinocytes humains ont 6te incubes avec differents 
types de neoglycoprot^ines. L'Albumine de Serum Bovine (BSA) a ete utilisee comme 
proteine support. La fixation des NGP a ete determinee en mesurant 1'indice de fluorescence. 

Experience 2 : V experience 1 a ete renouvelee en presence de 
Rhamnosoft® afm de determiner son effet inhibiteur sur la fixation des NGP fluorescentes sur 
les keratinocytes humains. Pour ce faire, les k6ratinocytes humains ont ete pre-incubes 
pendant 15 min avec differentes concentrations de Rhamnosoft®. A Tissue de cette periode, 
les NGP fluorescentes ont ete ajoutees a la concentration de 100 jig/ml et V experience 1 a 6t6 
renouvelee. 
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Experience. 3 : La fixation specifique de Rhamnosoft® sur les 
keratinocytes humains a et6 etudiee par la technique de marquage de Rhamnosoft® par un 
derive fluorescent et par la technique de fixation de billes de latex fiuorescentes impregnees 
de Rhamnosoft®. Rhamnosoft® a tout d'abord ete marqu6 a l'isothiocyanate de fluoresceine 
(FTC). Les keratinocytes humains ont 6te incubes en presence de Rhamnosoft® ainsi 
polymerise, k diffgrentes concentrations s'^chelonnant notamment de 0.025% a 0.4%. La 
fixation a 6te d&erminee en mesurant l'indice de fluorescence et la fixation obtenue pour une 
concentration de 0.4% de Rhamnosoft®-FTC a ete visuaiisee en microscopie a fluorescence 
Biorad MRC1025 a 488nm et 520nm et en contraste de phase. La technique utilisant des 
billes de latex a ete realisee en utilisant des billes de latex Polysciences de 0.2 pm de diametre 
sous forme -COOH activees. Les keratinocytes ont ete incubes pendant 30 min a 37°c en 
presence de billes sur lesquelles le Rhamnosoft® a ete immobilise. Les cellules sont ensuite 
lavees et fix6es par le paraformaldehyde (1% w/v dans le PBS) pendant 30 minutes k 20°C. 
Les r6sultats ont ete visualises a 1'aide d'un microscope a fluorescence Biorad MRC1025 a 
488nm et 520nm et en contraste de phase. 

Remarque : Dans toutes ces experiences, toutes les incubations avec des keratinocytes humains ont et6 
effectuees pendant 20 minutes k 37°C, sauf mention contraire. Tous les tests ont 6t6 effectues en 
triplicate pour plusieurs concentrations du produit test6. L'indice de fluorescence indiquant la fixation 
a toujours 6t6 6valu6 par cytom&rie de flux (FACS 440 Becton Dickinson). 

Resultats : 

-L f experience 1 a confirme que les keratinocytes humains ont une affinite pr^ferentielle pour 
le rhamnose. En effet, a des concentrations comprises entre 10 |xg/ml et 200 pg/ml, l'indice de 
fluorescence de la neoglycoproteine contenant du rhamnose est environ deux fois plus £leve 
que celui des autres neoglycoprot&nes contenant notamment du fucose, du glucose, ou de la 
Nacetylglucosamine. Un phenomene de saturation des recepteurs est en outre apparu a partir 
Je 200|ig/ml pour le rhamnose. 

-I 'experience 2 a permis de mettre en evidence Taffinite tres elevee de Rhamnosoft® pour les 
keratinocytes. En effet, la fixation de tous les NGP a ete inhibee d'environ 10% & partir d'une 
concentration de 3%v/v de Rhamnosoft®. En outre, cette action a ete particulierement 
.mportante sur les NGP a rhamnose puisque 10% a 60% d'inhibition environ a et6 observee 
pour des concentrations respectives de 0.5% k 8%v/v de Rhamnosoft®. 
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-£ 'experience 3 a permis de verifier que les resultats obtenus lors des experiences pr6c£dentes 
n'&aient pas dus a une interaction directe entre le Rhamnosoft® et les NGP. Les resultats sont 
les suivants : 



Concentration de Rhamnosoft® fluorescent en % 


0.025 


0.05 


0.1 


0.2 


0.4 


Indice de fluorescence 


10 


27 


52 


123 


183 



De meme, Rhamnosoft a ct6 nettement mis en evidence au niveau des membranes des 
keratinocytes, par fluorescence et par contraste de phase. 

Bilan: II apparait ainsi clairement que le polysaccharide selon P invention se fixe 
spScifiquement sur les recepteurs membranaires des keratinocytes humains avec une affinite 
particuli&rement elev^e. 

Exemple 5 : Etude de Teffet des polysaccharides selon r invention contenant 50% de 
rhamnose sur Padh6sion des neutrophiles aux keratinocytes 

Mode operaioire : Les keratinocytes ont pr£-incubes pendant 24 heures en presence de 
Rhamnosoft® a differentes concentrations et en presence de 3|ig/ml de 
lipopolysaccharides(LPS). Des neutrophiles humains prSalablement rendus fluorescents par 
traitement k la calc&ne sont ensuite ajoutes. Apr£s 2 heures de contact, les keratinocytes sont 
laves et lyses. L'inhibition de Padhesion des neutrophiles est d6terminee par la mesure de 
Pindice de fluorescence. 



Risultats : 

Le LPS est un agent inducteur de Pinfiammation. 



Concentration de Rhamnosoft® fluorescent en % 


1 


2 


Pourcentage d'inhibition de l'adh6sion des neutrophiles 


22 


40 



II apparait done que le polysaccharide selon Pinvention induit une inhibition de Padh6sion 
cellulaire des neutrophiles aux keratinocytes. 
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Exemple 6 ; Exemples de formulations cosm&iques selon Tinvention . 

Ces preparations out £te obtenues par simple melange des ingredients. 



Gelde hydratante peaux sensibles 
Phase A : 

Eau demineralisee qsp 1 00% 

Dihydrogenoethylenediamine tetraacetate disodique 0,2% 

Uree 3,00% 

Glycerol 1,50% 

Carbomer 1,00% 

Rhamnosoft® 3,00% 

conservateurs qsp 

trtethanolamine eqs 
Phase B : 

Melange de PCA* de Sodium, de Magnesium, de Zinc et de Manganese 1,00% 

Polysorbate 20 3,00% 

Parfum 0,15% 

Laitsolaire 

Phase A : 

PEG-30 Dipolyhydroxystearate 2,00% 

Isohexadecane 8,00% 

Octylmethoxycinnamate 5,00% 

Huile de mono! 4,00% 

Butyl Melhoxydibenzoylmethane 1 ,50% 

conservateurs qsp 
Phase B : 

Eau demineralisee qsp 100% 

Disodium Dihydrogenoethylenediamine tetraacetate 0,2% 

Glycerol 1,50% 

Sulfate de magnesium heptahydrate 0,70% 

Rhamnosoft® * 3,00% 

conservateurs qsp 
Phase C : 

Eau demineralisee 1 5,00% 
Acide Phenylbenzimidazole Sulfonique • 1 ,50% 

Soude qs pH 
Phase D : 

Fucogel 1 000 / Polysaccharide riche en fucose 4,00% 
Phase E ; 

Silica Dimethyl Silylate 0,30% 



* : PCA=acide pyrrolidone-carboxylique 
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Exemple 7 : Exemples de formulations dermatologiques selon I'invention . 

Ces preparations ont ete obtenues par simple melange des ingredients. 



Pommade bien-etre anti-mo us tique : 

Rhamnosoft 4% 

repellent 3535 (ethylbutylacetylaminopropionate) 15% 

filtre solaire UV B 2% 

essence de lavande 0.4% 

enoxolone 0.5% 

excipient qsp 100 



Creme apaisante antibiotique cutaneepour peaux Usees ,infect£es, panaris 



p-aminoph6nyl sulfamide 2% 

Rhamnosoft 3% 

Butylhydroxyanisole 0.05% 

Alcool c&ylique 1% 

Glycerol 0.75% 

Paraffme liquide 2% 

Sorbate de potassium 0.02% 

Polysorbate 60 0.5% 

Vaseline 0.4% 

Eaupuriftee qsp 100 
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RE VESICATIONS 



1. Nouveaux polysaccharides stimulant la liberation de p-endorphines, caracteris£s en ce 
qu'ils sont constitu£s d' elements r£p6titifs qui contiennent majoritairement du 
rhamnose et comportent au moins les composants suivants de formule generate I : 



dans laquelle Rh est une molecule de rhamnose, Rh* est une molecule de rhamnose 
fix£e de maniere ramifiee, O est une molecule d'un sucre hexosidique ou 
pentosidique, U est une molecule d'acide uronique et n est compris entre 1 et 100, et 
de preference entre 5 et 65. 

2. Polysaccharides selon la revendication 1, caract&ris£s en ce que la ramification du 
rhamnose Rh* se fait selon une liaison osidique (1— >2 ) ou (1— >3) sur la chaine 
saccharidique. 

3. Polysaccharides selon la revendication 1 ou 2, caract6ris£s en ce que le sucre O est 
choisi parmi le fiicose, le galactose, le glucose, le ribose, l'arabinose, le xylose et le 
mannose. 

4. Polysaccharides selon Tune des revendications 1 & 3, caract£ris6s en ce que les 
elements r£p£titifs sont constitues par la sequence suivante de formule II: 



Rh ; Rh ; Rh* ; U ; O n (I) 



— Rh 



O 



Rh 



U 



O 



n 




Rh 



dans laquelle Rh est une molecule de rhamnose, O est une molecule d'un sucre 
hexosidique ou pentosidique, U est une mol6cuie d'acide uronique et la ramification 
du rhamnose sur Tose O se fait selon une liaison osidique (1— >2) ou (1— >3). 
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5. Polysaccharides selon Tune des revendications 1 a 4, caracterises en ce que l'element 
repetitif est compose d'un enchainement constitue de 3 molecules de rhamnose dont 
une ramifiee, de 2 molecules de galactose et d'une molecule d'acide glucuronique. 

6. Polysaccharide selon Tune des revendications 1 a 5, caract6ris6 en ce que les 616ments 
repetitifs out la s6quence suivante : -+4)- a-L-Rhap(l-^3)- y?-D-Galp(l->2)- a-L- 
Rhap(l->4)-^D-GIc/?A(l-^3)- [a-L4thap(l-+2)J- a-D-Galp(W., nrepresentant une 
valeur telle que le poids moleculaire soit d 5 environ 50 000 daltons. 

7. Polysaccharides selon la revendication 6, caracterises en ce que lesdits 
polysaccharides sont sous forme d'hydrolysat de fractions de 5 000 et/ou 13 000 
daltons, purifiees ou en melange. 

8. Polysaccharides selon Tune des revendications 1 a 3, caracterises en ce que les 
elements rep6titifs sont constitues par la sequence suivante de formule III: 



— Rh O Rh U 



n 



(in) 



Rh 



dans laquelle Rh est une molecule de rhamnose, O est une molecule d'un sucre 
hexosidique ou pentosidique, U est une molecule d'acide uronique et la ramification 
du rhamnose sur le rhamnose se fait selon une liaison osidique (l->3). 

9. Polysaccharides selon la revendication 8 ou selon Tune des revendications 1 & 3, 
caracterises en ce que l'element rep&itif est compost d'un enchainement constitue de 
3 molecules de rhamnose dont une ramifiee, d'une molecule de glucose et d'une 
molecule d'acide glucuronique. 

10, Polysaccharide selon la revendication 9, caracterise en ce que les Elements repetitifs 
ont la sequence suivante : ->3)^-L-Rhap(1^4)-^D-Glcp(l-^2)- [a-L-Rhap(l-*3)> 
a-L-IUiap(l-»4)- a-D-GlcpA(l-». 
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11. Polysaccharides selon la revendication 8, caracterises en ce que lesdits 
polysaccharides sont sous forme d'hydrolysal de fractions de 5 000 daltons, purifides 
ou en melange. 

12. Polysaccharides selon Tune des revendications prScedentes, caracterises en ce qu'ils 
sont obtenus par fermentation d'une bacterie du genre Klebsiella dans un milieu 
nutritif comprenant une source de carbone, une source d' azote preferentielle et des sels 
mhteraux, suivi d'un traitement thermique et d'une separation. 

13. Oligosaccharides, derives des polysaccharides selon Tune des revendications 
ptec6dentes, caracteris6s en ce qu'ils comportent au moins une molecule de rhamnose 
accessible en bout de chaine ou fix^e de maniere ramifiee et en ce qu'ils sont 
majoritairement constitues de rhamnose. 

14. Oligosaccharides selon la revendication 13, caracterises en ce qu'ils sont obtenus par 
hydroiyse des polysaccharides selon Tune des revendications 1 a 11. 

15. Oligosaccharides selon la revendication 14, caracterises en ce qu'ils sont obtenus par 
hydroiyse du polysaccharide selon la revendication 6 et presentent un poids 
moleculaire de 5kDa ou 13kDa* 

16. Oligosaccharides selon la revendication 14, caracterises en ce qu'ils sont obtenus par 
hydroiyse du polysaccharide selon la revendication 10 et presentent un poids 
moleculaire de 5kDa. 

17. Polysaccharides et/ou derives des polysaccharides selon Tune des revendications 
precedentes, caracterises en ce qu'ils sont greffes sur des chaines grasses de 6 a 30 
atomes de carbone. 

18. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique en particulier dermatologique 
stimulant la liberation de j3-endorphines caracterisee en ce qu'elle contient au moins 
un compost actif de type polysaccharide et/ou un de ses derives selon l'une des 
revendications 1 £ 17, seul ou en melange avec un ou plusieurs excipient(s) ou 
v6hicule(s) cosmetique(s) et/ou pharmaceutique(s) approprte(s). 



19. Composition selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle contient entre 
0.001% et 20% dudit polysaccharide et/ou derive, en poids. 
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20. Composition selon la revendication 19, caracterisee en ce quelle contient entre 0.01% 
et 10% dudit polysaccharide et/ou derive, en poids. 

21. Utilisation d'au moins un polysaccharide et/ou derive de celui-ci comportant des 
Elements r^petitifs saccharidiques contenant au moins une molecule de rhamnose fix6e 
de maniere ramiftee et de preference contenant majoritairement du rhamnose, comme 
agent cosm&ique et/ou pharmaceutique, notamment dermatologique, stimulant la 
liberation des P-endorphines. 

22. Utilisation d'une composition telle que d^frnie selon Tune des revendications 18 a 20 
pour le soin des phaneres et/ou de la peau en particulier des peaux sensibles. 

23. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 18 a 20 pour le 
traitement cosm&ique des reactions inconfortables de la peau et/ou des phaneres. 

24. Utilisation d'au moins un polysaccharide et/ou d'un d6riv£ selon Tune des 
revendications 1 a 17 pour la fabrication d'un medicament destine a traiter les 
reactions inconfortables et/ou soulager des douleurs de la peau et/ou des phaneres par 
application topique. 

25. Procede de soin cosmetique, caract6ris6 en ce qu'il comprend 1'application sur une 
zone de la peau et/ou des phaneres concernee, d'un polysaccharide et/ou d'un derive 
defini selon Tune des revendications 1 a 17 eventuellement en melange avec un ou 
plusieurs excipients ou vehicules cosmetiques approprtes. 
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